Structure primaire du caseinomacropeptide des caseines κ porcine et humaine  by Chobert, Jean-Marc et al.
Volume 72, number 1 FEBS LETTERS December 1976 
STRUCTURE PRIMAIRE DU CASEINOMACROPEPTIDE DES CASEINES K 
PORCINE ET HUMAINE 
Jean-Marc CHOBERT, Jean-Claude MERCIER*, Chantal BAHY et GCrard HAZC 
Luboratoire de Recherches ur les Bot&es, I.N.R.A.X.N.R.Z., 78350, Jouy-en-Josas. France 
Received 28 August 1976 
SUMMARY 
The amino acid sequence of porcine and human caseinomacropeptides (CMP), the C-terminal glycopeptide released from 
K-casein by chymosin at the initial step of milk coagulation, have been investigated. The complete amino acid sequence of 
porcine CMP and that of the first 59 amino acid residues of human CMP have been determined. Porcine and human CMPs contain 
71 and likely 65 amino acid residues respectively. The extra hexapeptide 38-43 found in porcine CMP arises obviously from 
the duplication of the DNA fragment coding for the 6 preceding amino acids. 
1. Introduction 
La coagulation du lait par la chymosine (EC 3.4.23.4) 
resulte de la floculation des micelles de casCines con- 
skcutive g la rupture d’une liaison peptidique tr&s 
labile de la cas&ne K. La prott5olyse limit&e de cette 
glycoprotkine, qui possede la remarquable propriete 
de stabiliser les autres caseines vis-&vis du calcium 
lorsqu’elle est intacte, donne naissance ?I 2 fragments: 
un fragment N-terminal (paracasiine K) qui cop+ 
cipite avec les autres caskines, et un fragment C-termi- 
nal soluble ou casknomacropeptide (CMP), riche en 
glucides. 
Dans le prt%ent article, nous exposons les rCsultats 
de 1’Ctude de la sCquence des acides amin& des CMPs 
porcin et humain dont aucun Blement de la structure 
primaire n’Ctait connu g I’exception de la sequence 
Kterminale du CMP humain, H.Ile-Ala-(Pro*,Ile)- 
Lys, publit5e en 1966 par Malpress et Seid-Akhavan [ I] . 
2. MatCriel et methodes 
Les CMPs porcin et humain ont CtB prCparCs en 
Abbreviation: CMP, caseinomacropeptide 
*A qui doivent dtre adressees les demandes de tirds-i-part. 
North-Holland Publishing Company - Amsterdam 
traitant par la chymosine de la casCine K brute de port 
et de femme obtenue par fractionnement de la caskine 
enti&re. L’identification de la cas&ne K a BtC faite sur 
la base de sa sensibilitt! ?I la chymosine: 2 aliquotes de 
chaque fraction de la caskne enti&re, dont l’une 
incubke en prCsence de chymosine dans les conditions 
de Kim et al. [2], Btaient examinkes par Clectro- 
phorese en gel d’amidon-urCe-2-mercaptoCthano1 g 
pH 8.6 selon Schmidt [3]. Dans l’hydrolysat 
‘chymosine’ de toute fraction contenant de la caskine 
K, cette dernikre doit en principe disparaitre et un 
constituant neutre ou Blectropositif correspondant g 
la paracaskine K doit apparaitre. Le CMP n’est g&G- 
ralement pas ou trks peu visible. 
2.1. Mparation de la caskine K brute de truie 
L.e lait qui provenait d’une truie de race ‘Large 
White’ a BtB Bcrkmk, dihk au tiers, puis acidifik g 
pH 4.6 par addition de HCl N. L.e prCcipitB de casCine 
entikre, &park par centrifugation, a BtC fractionk 
selon Aschaffenburg [4]. Le prkipit6 obtenu en 
milieu urCe 3.3 M $ pH 4.6 a ensuite CtC trait6 par le 
calcium selon Thompson et Kiddy [S] . Le nouveau 
prkcipit6 obtenu a kti knin~ et la caskine K prksente 
dans le surnageant a CtC chromatographike sur DEAE- 
cellulose en milieu urt5e et 2-mercaptoCthano1, en 
utilisant un gradient linkaire en concentration de 
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NaCl [6] . La fraction elude par le NaCl a la concentra- 
tion de 0.15 M etait constituee de cas&ne K presque 
pure d’apres le test de la sensibilite ala chymosine. 
C’est cette fraction qui a Bte utihde pour la prepara- 
tion du CMP porcin. 
2.2. ISparation de la castine K brute de femme 
Du lait humain de melange prealablement B&me 
a Bte acidifid a pH 4.6 puis dialyse contre l’eau 
distillee jusqu’a. obtention d’un precipitd. Ce precipite 
de caseine ntiere a 6th purifie par dissolutions et 
precipitation successives [6]. Apres d&&sage a 
P&her Bthylique dans un appareil de Soxhlet, la 
cas&ne ntiere a 6th fraction&e sur DEAE-cellulose 
en milieu uree et 2-mercaptoethanol, l’elution se 
faisant par un gradient h&ire en concentration de 
NaCl [6]. La fraction non retenue sur la colonne, 
caracteride par sa sensibilite ala chymosine, aBte 
carboxymethylee s lon Woychik et al. [7], puis 
rechromatographiee surDEAE-cellulose dans les 
memes conditions que precedemment. La fraction 
non retenue sur la colonne Btait tres enrichie en 
caseine Ket le CMP humain a Bte prepare a partir de 
celle-ci. 
2.3. PTiparation des castinomacropeptides 
Les CMPs porcin et humain ont Bte prepares en 
hydrolysant les caseines K brutes porcine et humaine 
par la chymosine, dans les conditions de Kim et al. [2] 
le pH mis a part: celui-ci Btait de 5.3. Chaque CMP 
a Bte isole de l’hydrolysat par chromatographie sur 
Dowex 50 W-X2 puis sur Sephadex G-50 ‘fine’, selon 
des techniques precedemment d&rites [8] . 
2.4. Hydrolyses enzymatiques et purification des 
peptides 
L’hydrolyse des CMPs par la trypsine et la thermo- 
lysine a Cte effectuee a pH 8.5 et a 40°C pendant 3 h 
en utilisant respectivement des rapports molaires 
enzymelsubstrat de l/50 et l/100. Les peptides ont 
Bte isoles, selon des techniques precedemment d&rites 
[9], par chromatographie sur Dowex 50 W-X2 et 
Sephadex G-50, G-25 ou G-l 5, suivie si necessaire 
dune repurification sur papier par Blectrophorese a 
pH 1.9. 
2.5. L%termination de la Gquence des acides aminks 
La composition en acides amines aBte Btablie avec 
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un analyseur Beckman ‘Multichrom’ selon une methode 
d&i&e de celle de Spackmann et al. [lo] (une seule 
colonne, 3 tampons d’elution). Le phosphore aet6 
dose selon la methode de Hess et Derr [l&l] . La 
sequence N-terminale des CMPs porcin et humain a 
Bte Btablie automatiquement avec un sequenceur 
Beckman 890 B en utilisant un programme ‘dimethyl- 
benzylamine’ [ 121. La sequence complete ou partielle 
des peptides trypsiques et ‘thermolysine’ a Bte Btablie 
manuellement par degradation r&u-rente d’Edman 
[ 131. Les derives phbnylthiohydantoine d s acides 
aminds ont Bte identifies par chromatographie sur 
couche mince de gel de s@ce [ 141 et chromatographie 
en phase gazeuse apres ilylation [ 15,161. 
3. Resultats et discussion 
3.1. Etude du CMP porcin 
I-es resultats de l’analyse directe de la composition 
en acides amines du CMP porcin (tableau 1) sugge- 
raient la presence de 70 residus d’acides amines, dont 
9 residus valyle, dans la chaine peptidique. En fait, 
l’analyse sequentielle devait montrer que le nombre 
de residus valyle avait et6 sous-estime dune unite et 
que le CMP porcin comportait en r&&e 71 residus 
d’acides amines (fig.1). Cet exemple illustre bien la 
difficult6 de la determination du nombre exact de 
residus valyle. et isoleucyle dans les peptides contenant 
de nombreux doublets de ces acides amines (3 liaisons 
Be-Val et 2 liaisons Val-Val dans le cas du CMP 
porch-r), en raison de la rt%istance d  ce type de liaison 
?t l’hydrolyse acide. D’autre part, le CMP porcin analyse 
ne comportait aucun groupement phosphate. 
La structure primaire complete du CMP porcin a 
Bte Btablie n 3 Btapes. L’enchafnement de 18 residus 
de l’extremite N-terminale t le residu C-terminal ont 
Bte determines respectivement avec le sequenceur etla 
carboxypeptidase A. Ensuite, nous avons Btudie le 
peptide trypsique C-terminal Tl , qui correspond au 
CMP ampute des 11 premiers residus, qui a 6tC &pare 
de l’hydrolysat rypsique du CMP par chromatographie 
sur Sephadex G-50 ‘fine’. La sequence des 45 premiers 
residus du peptide Tl a Bte Btablie manuellement par 
degradation recurrente d’Edman. Ceci nous a permis 
de localiser l’unique residu phenylalanyle t l’unique 
residu leucyle du CMP. La derniere Btape a consist6 B 
Studier quelques fragments ‘thermolysine’ du CMP, en 
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77 y---77 771-7--77-77717 
I 1 5 10 15 20 25 
. . -I1o-Al~-Il~-Pro-Pro-LP~-Lp~-I~o-~ln-A~p-Ly~-Ilo-Ilo-Il~-Pro-Thr-Ilo-A~n-Thr-Ilo-Al~-Thr-~~l-Oln-Pro- 
~__________-___--__---_-- ""7 
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55 60 65 
Thr)-Thr-Pro-Clu-Thr-Pro-Thr-Vnl-Al~-(V~l,Thr,S~r,Thr,Pro)-Ala.OE 
_-_ ---- Tl -& 
u _ -da la mm d* la o**(M* n 
&W&U. 
Sjmbolear L aoides amids lib6r6a par la oarboxypoptidaae A. S4quonoa (tablie: _ _ 7 avm un 
aiquenoeur: T par la a6thoda d'Pdman manuello. + T ~ peptsdn trypeiquai + Th ~ paptide 
"thermolyslne". 1 Llal#on hydrolymle par la ohymoainm. 
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particulier les peptides Thl et Th2. L’hydrolysat 
‘thermolysine’ du CMP a CtC fractionne sur Sephadex 
G-50 puis G-25: le peptide Thl a Bte obtenu pur; le 
peptide Th2 a CtC repurifie sur papier par Clectrophorese 
a pH 1.9. L’analyse de la composition en acides amines 
du peptide Thl, qui est depourvu de phenylalanine et 
qui comporte 18 residus d’acides amines, dont l’unique 
residu leucyle localise en position 54 de la chaine 
peptidique du CMP, suggerait que le peptide Thl Ctait 
le fragment C-terminal du CMP. Effectivement, nous 
avons verifie que la carboxypeptidase A liberait, comme 
dans le cas du CMP, un residu valyle. L’enchainement 
complet des 18 residus d’acides amines du peptide Thl 
a CtC Btabli d’apres les resultats de 17 cycles de la degra- 
dation d’Edman. L‘analyse du peptide Th2, qui 
represente le fragment 44-53 de la chaine peptidique 
du CMP, a permis de confirmer les resultats de l’analyse 
sequentielle du peptide Thl dans cette zone. I1 est 
interessant de noter que nous avons obtenu par 
Clectrophorese sur papier a pH 1.9,3 fractions corres- 
pondant au peptide Th2 d’apres leur composition en 
acides amines et leur sequence. L’analyse qualitative 
ayant montre que ces 3 fractions contenaient des 
sucres, il est vraisemblable que leurs mobilites Clectro- 
phoretiques differentes resultaient de variations dans 
la teneur en sucres charges. 
3.2. Etude du CMP humain 
D’apres les resultats de l’analyse directe de sa com- 
position en acides aminb, et en tenant compte du 
nombre de residus isoleucyle trouves ulterieurement 
lors de l’etude de la sequence, le CMP humain (tableau 1 
et tig.2) comporterait entre 67 et 65 residus d’acides 
amines, ce dernier nombre Btant le plus probable 
d’apres les resultats de l’analyse ulterieure des peptides 
Tl et Thl. La sous-estimation du nombre de residus 
isoleucyle resulte de la presence de 3 liaisons Ile-Ile 
difficilement hydrolysables. Quant a l’incertitude sur 
le nombre de residus threonyle et seryle, elle pourrait 
&tre due, entre autres, a une hCtCrogCnCitC d’ordre 
Tableau 1 
Composition en acides amines et teneur en phosphore des caseinomacropeptides porcin et humain, et de quelques fragments 




CMPa Thl Th2 
moles d’acides amines par mole de peptide 
Femme 












5.04 (5) _ _ 3.30 (3) 2.09 (2) 1.39 (1) 
9.79c (10) 4.67 (5) 0.93 (1) 14.57c (14-15) 14.26c (14) 12.84’ (13) 
4.84’ (5) 1.82 (2) 1.76 (2) 4.55c (4-5) 4.05c (4) 3.71c (4) 
8.19 (8) 2.11 (2) 1.99 (2) 6.03 (6) 5.49 (5) 5.38 (5) 
10.18 (10) 1.65 (2) 1.02 (1) 11.17 (11) 8.62 (9) 8.18 (8) 
8.80 (9) 1.08 (1) 1.00 (1) 6.72 (7) 5.92 (6) 6.27 (6) 
9.12b (1O)d 3.62b (4) 1.68b (2) 6.12b (6) 5.61 (6) 6.11b (6) 
8.41b (9) 0.92b (1) - 8.02b (lQd 4.96 (7)d 3.05b (3) 
0.94 (1) 0.87 (1) - _ - - 
1.06 (1) _ 0.90 (1) 1.07 (1) 1.21 (1) 1.13 (1) 
2.95 (3) _ _ 3.11 (3) - _ 
Total 71 18 10 65-67 54 
Phosphore 0.20 (0) _ _ 0.11 (0) - 
Entre parentheses: nombre de residus propose par mole de peptide. 
8auf indication contraire, Ies valeurs indiquees correspondent a une hydrolyse de 24 h. 
a Valeurs correspondant B la moyenne de 3 temps d’hydrolyse, respectivement 24,48 et 96 h 
b Valeurs correspondant a une hydrolyse de 96 h 
c Valeurs extrapolees lineairement au temps zero 
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g&Gtique de 1’Cchantillon de CMP humain Btudie. 
Celui-ci, rappelons-le, a CtC prCpar6 ?i partir d’un lait 
de mClange. Lx CMP humain analys6 ne contenait 
aucun groupement phosphate. 
L’Ctude de la structure primaire du CMP humain a 
Bte faite en 3 Ctapes comme dans le cas du CMP 
porcin. Apres avoir determine avec un sequenceur 
l’enchainement de 15 residus d’acides amines de 
l’extremite N-terminale et montre la presence dun 
residu alanyle en position C-terminale avec la carboxy 
peptidase A, nous avons analyse le fragment trypsique 
C-terminal Tl qui correspond au CMP ampute des 
11 premiers residus. L’enchainement des 34 premiers 
residus du peptide Tl a Bte dtabli manuellement par 
degradation recurrente d’Edman. Dans un dernier 
temps, nous avons Ctudie les fragments resultant de 
l’hydrolyse du CMP par la thermolysine et notamment 
le peptide Thl qui represente un long fragment 
C-terminal. Les resultats de 40 cycles de degradation 
d’Edman ont permis d’elucider la majeure partie de la 
structure primaire de ce peptide. Au total, nous avons 
Ctabli la sequence de 60 residus d’acides amines sur 
les 65 que comporterait la chafne peptidique du CMP 
humain. Malheureusement, la faible quantite de CMP 
humain dont nous disposions au depart (3 pmol) ne 
nous a pas permis d’achever son etude. 
4. Conclusion 
Le caseinomacropeptide de port analyst5 (SUS 
scrofa) est constitue de 71 residus d’acides amines, 
ASPI, As% nrre, Sers, Glue, GIna, prom, Alaa, \ral10, 
Ile9, Leur, Pher, Lys3. 11 est caracterise par la presence 
d’une sequence repetitive de 6 residus, Glu-Pro-Ile- 
Val-Asn-Ala localisee en positions 32-37 et 38-43 
de la chaine peptidique. Ceci suggere qu’une duplica- 
tion, ayant affect6 la matrice d’ADN codant le segment 
32-37 de la chaine peptidique du CMP, s’est produite 
dans le gene de structure de la caseine K de port. 
Le caseinomacropeptide de la caseine K humaine 
(Homo sapiens) comporterait 65 residus d’acides 
amines, Asp2. Asni, Thrr4, Ser4, Glus, Glni,Prorr, 
Ala,, Val6, Ilero, Pher, Lyss. 
Comme leurs homologues bovin [8] , caprin [ 131, 
ovin [ 171, de zebu [ 181 et de buffle [19] , les CMPs 
porcin et humain presentent une teneur dlevee en 
hydroxyamino acides et sont relativement riches en 
proline et acides amine charges. 11s ’en differencient 
par de nombreuses substitutions d’acides amines et 
notamment la nature du residu N-terminal. Alors que 
dans les especes citees plus haut la liaison labile de la 
caseine K, hydrolysee preftkentiellement par la 
chymosine, est du type X-Met, chez le port et la 
femme elle est du type X-Ile. L’absence de phosphore 
dans les CMPs porcin et humain Studies ici ne permet 
pas d’affirmer que tout CMP de ces 2 especes est 
depourvu de groupement phosphate car les echantil- 
lons analyses ont Bte prepares a partir d’une fraction 
de la caseine K . 
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